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摘要 :本研究为筛选胆管癌癌变的标志物 ,开发相应的药物研究 ,通过对胆管癌血清双向电泳的样品处理、pH范围、上
样量的选择、电泳参数的设置和 SDS凝胶电泳染色方法等进行比较优化. 确定了样品预处理后通过 M illpore公司推出的
Montage A lbum in Dep lete kit去除血清中高丰度的白蛋白 ,再经丙酮沉淀 ,用裂解液溶解后 ,采用 pH 3. 5～10与 pH 5～8
的两性载体电解质以体积比 1∶4混合使用 , 100μg的上样量 , 12. 5%的 SDS2PAGE胶 , 16 mA /胶进行双向电泳的电泳体
系.优化了胆管癌血清双向凝胶电泳的条件 ,得到了分辨率较好的胆管癌血清的蛋白图谱 ,为进一步的研究奠定了基础.
关键词 :胆管癌 ;双向电泳 ;蛋白质组学 ;血清
中图分类号 : R 135. 1　　　　　文献标识码 : A　　　　　文章编号 : 043820479 (2008) S220075204
　　胆管癌 ( cholangiocarcinoma)是一种恶性高、难于
早期诊断和治疗的恶性肿瘤 [ 1 ] . 从世界范围看 ,胆管
癌占所有人类胃肠道肿瘤的 3% ,是第 2种多见的原
发性肝癌. 1840年 Durand Fardel首先报道胆管癌病
例 ,以后逐渐认识到不论肝内胆管癌或是肝外胆管癌




的全部胆管癌患者的 5年生存率仅为 5% ,确实值得








究技术 ,然而双向凝胶电泳 ( 22DE)和质谱 (MS)仍然
是蛋白质研究的核心技术. 尽管如此 ,重复性和稳定性
仍然是 22DE技术存在的主要问题. 因此 ,本实验对胆
管癌血清蛋白质 22DE的条件进行了全面的调整优
化 ,建立稳定的血清蛋白质分离技术 ,为进一步的胆管




康志愿者捐献 ,年龄均为 30～70岁 ,男女比例相当. 通
过静脉穿刺取病人晨血 5 mL, 20 ℃凝血 2 h后 , 3 000
g , 4 ℃, 离心 15 m in,取上清混合后 ,等体积分装成两
部分 [ 4 ] . 一部分直接用裂解液 (含 9 moL /m l urea, 4 %
CHAPS, 1 % DTT, 2 %的两性电解质载体 (pH 3～10
∶pH 5～8 = 1∶4) ,超纯水 ) 1∶9直接裂解后室温震荡 1
h,置于 15 ℃,以 15 000 g离心 1 h. . 离心后取上清冻
存在 - 80 ℃备用. 另一部分通过 Montage A lbum in De2
p lete kit试剂盒处理 ,所有操作均按说明书在室温下操
作 ,然后迅速冻存在 - 80 ℃. 制备的样品用 B radford
法测蛋白浓度.
1. 2　主要试剂
超纯尿素 ( urea) ,三羟甲基氨基甲烷 ( Tris)购自
Ameresco公司. 丙烯酰胺 ( acrylam ide)甲叉 2双丙烯酰
胺 (N , N′2methylenebisacrylam ide)购自 B IOASIA公司 ,
十二烷基磺酸钠 ( SDS) ,二硫苏糖醇 (DTT)购自 BB I.
CHAPS,四甲基乙二胺 ( TEMED ) , 过硫酸铵购自
Sangon公司. 两性电解质 (Ampholine) pH 5～8、pH 3～
10, SDS分子量标准蛋白均购自 Amersham B ioscience
公司. 白蛋白去除试剂盒 (Montage A lbum in Dep lete
kit)为 M illipore公司产品 ,考马斯亮蓝 R2250购自 Sig2
ma公司.
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　　图 1　不同的 pH载体范围的电泳图谱
(A) pH范围 3. 5～10; (B) pH范围 5～8; (C) pH范围 3. 5～10与 pH范围 5～8按体积比 1∶4混合
　　Fig. 1　Two dimensional electrophoretic map of the Cholangiocarcinoma serum adjusting different pH range
1. 3　双向凝胶电泳
第一向等电聚焦胶电泳 ( IEF)电泳参数为 : 400 V
电泳 12 h后 800 V 电泳 1 h. 第二向 SDS2PAGE采用
不连续 SDS2PAGE. 配制 12. 5%的分离胶采用中板胶
16 cm ×14 cm和 4%的浓缩胶 , 13 mA /gel (溴酚蓝距
胶底约 1 cm时停止电泳 ).
1. 4　硝酸银染色法
采用非双胺化学显色银染法 ,具体操作方案见文











点更清晰 ,背景更干净 [ 7 ] .
　　图 2　不同上样量的胆管癌血清样品的电泳图
(A) 50μg; (B) 100μg; (C) 150μg; (D) 200μg
　　Fig. 2　Two dimensional electrophoretic map of the Cholangiocarcinoma serum loading different p rotein
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2. 2　两性载体电解质范围的选择
选用 3个不同的 pH值范围方案 : (A) pH范围为
3. 5～10; (B ) pH范围为 5～8; (C) pH范围 3. 5～
10与 pH范围 5～8按体积比 1∶4混合. 结果见图 1. 当





150和 200μg的蛋白上样量 (胶条长度为 13. 5 cm ) ,
比较了得到的胆管癌血清电泳图谱效果 (图 2). 当采
用 100μg的蛋白上样量时 ,达到蛋白点数量最大化和
背景最小化的最好平衡 ,如图 2 (B )所示.
2. 4　白蛋白的去除处理
参考文献 [ 8 ] ,在样品处理时 ,我们采用 Montage
A lbum in Dep lete kit对样品进行合适的处理 , SDS2
PAGE电泳后 ,考马氏亮蓝 R2250染色结果见图 3. 结
果表明 ,Montage A lbum in Dep lete kit可以有效除去全
血清中约 70%的白蛋白 ,非特异性吸附其它蛋白
< 10 %. 增加了其它蛋白的上样量 ,提高了低丰度蛋
白的呈现性.
图 3　人血清经 Montage A lbum in Dep lete kit处理后电泳图
泳道 1～8. 标准蛋白 ; 2～3. 全血清 ; 4～5. 处理后
血清 ; 6～7. 洗出蛋白
Fig. 3　Human serum p roteins after dep letion of high2abundant





上样量. 图 4中比较了全血清蛋白和经 Montage A lbu2
m in Dep lete kit处理的血清的双向电泳图谱. 我们发现







(A) 全血清样品 ; (B) 处理后血清样品





差 109 ～1012个数量级以上. 然而 ,利用 22DE方法分离
血清蛋白质时 ,高丰度蛋白的存在会掩盖许多重要的
低丰度蛋白 ,使其不能被分离出来 [ 9 ] ,这也是现有的
22DE方法分离血清蛋白质的缺陷 ,成为目前这一研
究领域的瓶颈. 我们选择了 M illipore公司推出的 Mon2
tage A lbum in Dep lete kit去除血清中高丰度的白蛋白.
通过去除占血清总蛋白 70%以上的高丰度蛋白 ,非特
异吸附其他蛋白质低于 10%. 可以增加蛋白质上样












端和碱性端的有意义蛋白. 比较图 1结果 ,可以看到采
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用等电点范围为 pH 5～8的胶条所获得分离效果明显
好于等电点胶条为 pH 3. 5～10,但图 1 (C)中我们采












预处理后通过 M illipore公司推出的 Montage A lbum in
Dep lete kit去除血清中高丰度的白蛋白 ,再经丙酮沉
淀 ,用裂解液溶解后 ,采用 pH 3. 5～10与 pH 5～8的
两性载体电解质以体积比 1∶4混合使用 , 100μg上样
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Establishment of a Reliable Two2dimensional Gel Electrophoresis
Separation M ethods for Cholangiocarc inoma Serum Prote ins
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Abstract: The aim of th is study is iden tify cand idate biom arkers fo r C ho langiocarcinom a in clin ical serum sam p les. Effo rts w ere m ade to es2
tab lish the tw o dim ensional gel electropho resis ( 22D E) separation of serum p ro teins. Th is effo rts w ere focused on sam p le p reparation, pH
range selection, loading am oun t, electropho resis param eters op tim ization, and p ro tein stain ing. The resu lts revealed that h igh quality p ro tein
sam p les w ere obtained by TCA / acetone p recip itation after dep letion of h igh2abundan t p ro teins using M on tage A lbum in D ep lete k it (M illi2
po re) . H igh reso lu tion, rep roduction 22D E m aps w ere obtained w hen the ration of Am ep line pH 3. 5～10 to pH 5～8 w as set at 1∶4 w ith
100μg p ro teins each, and run under 16 mA. The op tim ized cond itions fo r serum p ro tein in tw o2dim ensional gel electropho resis of the
C ho langoeareinom a are the foundation fo r fu rther study on serum differen tial p ro teom ics.
Key words: C ho langiocarcinom a; tw o2d im ensional gel electropho resis; p ro teom ics; serum
